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(54) Bezeichnung: VERWENDUNG VON ACYLSULFONAMIDO SUBSTTTUIERTEN POLYMETfflN-FARBSTOFFEN ALS 
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1^ (57) Abstract: The invention relates to novel polymethine dyes that contain at least one acylsulfonamido group according to for- 
mula (1) wherein n, Y, A and R have the meaning indicated in the claims, and at least one compound according to formulae (a) to 
^ (n) indicated in the claims. The inventive polymethine dyes are useful as dyes and/or markers, especially for staining or marking 
^ biomolecules. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindimg betrifft neue Polymethinfarbstoffe enthaltend mindestens eine Acylsulfonamidognippe ge- 
Q maB Formel (I), worin n, Y, A und R die in den Anspriichen angegebene Bedeutung haben. sowie mindestens eine Veitiindung der 
^ in den Anspriichen angegebenen Formeln (a) bis (n). Die erfindungsgemilBen Polymethinfarbstoffe eignen sich zur Verwendung als 
^ Farbstoffe und/oder Marker, insbesondere zum Anfarben oder Markieren von Biomolekiilen. 
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Verwendung von Acvlsulfonamido substitutierten Polvmethin-Farbstoffen als 
Fluoreszenz-Farbstoffe und/ oder Marker 

5 In den letzten Jahren wurden immer empfindlichere und einfacher zu handhabende 
Detektionsmethoden entwickelt, die besonders in der Biotechnologie, wo geringe 
Substanzmengen fiir cine Analyse zur Verfiigung stehen, eingesetzt werden. Hier 
finden beispielsweise fluoreszente Detektionsmethoden immer weitere Verbreitung. 
Die Fluoreszenzfarbstoffe werden als Label benutzt, um biologische Substanzen, w^e 

10 Proteine, DNA, RNA, Kohlenhydrate, Fette oder ganze Zellen zu markieren. Da je- 
doch viele der zu markierenden Substanzen selbst fluoreszente Eigenschaften im Be- 
reich um 400 bis 500 nm aufweisen soUten die zur Markierung einzusetzenden Farb- 
stoffe bei Wellenlangen oberhalb 500 nm, ublicherweise im Bereich zwischen 500 
und 1200 nm, absorbieren. In diesem Wellenlangenbereich sind auBerdem preiswerte 

1 5 Laser Dioden als Lichtquellen verfugbar. 

Die aus dem Stand der Technik bekannten Fluoreszenzfarbstoffe sind haufig mit 
hydrophilen oder aciden Gmppen substituiert, um die Wasserloslichkeit bei neu- 
tralem oder leicht basischem pH zu gewahrleisten. Dies erleichtert die Markierung 
20 von biologischem Material, das uberwiegend im wassrigen Medium funktionsfahig 
ist. Die Farbstoffe sollten auBerdem photostabil sein, um auch Messmethoden, die 
eine langere Bestrahlung beinhalten, zu ermoglichen. Viele der langerwelligen Farb- 
stoffe weisen jedoch keine ausreichende Photostabilitat auf. 

25 Die Farbstoffe werden kovalent oder auch adsorptiv an die biologischen Proben ge- 
bunden. Proteine, z.B. weisen mit der Sulfhydrylgruppe und freien Aminogruppen 
reaktive Reste auf, an die ein Farbstoffhiolekul kovalent gekoppelt werden kann. Des 
weiteren kormen sich hydrophile oder lipophile Farbstoffe adsorptiv an die hydro- 
philen und hydrophoben Domanen der Proteine anlagem. Ebenso konnen uber 

30 ionische Wechselwirkungen Adsorptionen von ionischen Farbstoffen an Proteine 
stattfinden. 
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Die bisher haufig in Bioassays eingesetzten Cyaninfarbstoffe (Waggoner et al. 
Bioconjugate Chemistry, 4,105-111,(1993), US 5,268,486, WO 97/13810) haben die 
Eigenschaft zu aggregieren, Es konnen sich neben dem Monomer noch H- Aggregate 
5 und J- Aggregate ausbilden, je nach chemischer Umgebung, (z.B. pH-Wert) des Farb- 
stoffes. Dies wird in der Photographie ausgenutzt, da die Absorptionen der Aggregate 
hypsochrom bzw. bathochrom gegeniiber der Monomerabsorption verschoben sind. 
Dieser Aggregationseffekt ist fur das Biolabeling jedoch unerwiinscht, weil er auch 
hier zu einer oder mehreren zusatzlichen Absorptionsbanden fuhrt. 

10 

HSufig werden Multiplexassays durchgeftihrt, bei denen mit verschiedenen Farb- 
stoffen markierte Proben bei verschiedenen WellenlSngen angeregt werden, Um eine - 
ausreichende Trennung der Anregungs- und Emissionssignale zu erhalten, diirfen die 
Absorptionen der Farbstoffkonjugate nicht liberlappen. Hier ist eine scharfe, reprodu- 
15 zierbare und von pH-Wert oder Losungsmitteleinflussen unabhangige Absorption der 
FarbstofFe wichtig. Die Aggregationsneigung der haufig verwendeten Cyaninfarb- 
stoffe verringert auBerdem die Intensitat der Fluoreszenz durch Quenching. Die - 
emittierte Strahlung wird entweder direkt wieder reabsorbiert oder es kommt zu 
strahlungslosen Verlustprozessen der Energie, 

20 

Die aus dem Stand der Technik bekannten Farbstoffe zum Biolabeln, die Cyaninfarb- 
stoffe stellen eine Klasse der Polymethine dar. Daneben sind aus der WO 97/40104 
beispielsweise Quadratsaurederivate als Farbstoffe fur das Biolabeling bekannt. 

25 Der vorHegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, neue Fluoreszenzfarbstoffe 
als Fluoreszenzlabel oder Farbungsfarbstoffe mit verbesserten Eigenschaflen gegen- 
iiber den aus dem Stand der Technik bekannten Cyaninfarbstoffen zur Verfiigung zu 
stellen. Insbesondere sollte die Loslichkeit in biologischen Puffersystemen sowie die 
Photostabilitat verbessert werden und besonders die Aggregationsneigung verringert 

30 werden. Gleichzeitig sollten die erflndungsgemaOen Verbindungen sich jedoch auch 
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durch eine hohere Quantenausbeute sowie einen hoheren Extinktionskoeffizienten 
auszeichnen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Polymethinfarbstoffe enthaltend 
mindestens eine Acylsulfonamidogmppe gemaB Forxnel (I) 



'(QH2)n n 



a) 



15 



wonn 



10 n fur 1,2,3, 4, 5, 6, 7, 8 Oder 9 



Y, A ftir elektronenziehende Reste, vorzugsweise C=0 oder -S02-, und 



R fiir einen gegebenenfalls substituieiten AlkyI- oder Arylrest 



stehen xind enthaltend mindestens eine Verbindung der folgenden Formebi: 



(a) 

-(CH2)„NCS . 



(b) 

-(CH2)„NCO . 



(c) 




-NCS. 



<^ \^ — NCO. N- ^ 




-CHj-NH 




(0 



-CH2-NH 




O - \ 
II / 
-(CH2)— C-O-N 
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(h) o 
II 

-(CH2)— C-O-N 



SO, 



(i) 



-(CHj)— N 



CH 



CH 



0) 



CH 



(1) 



(m) 



(n) 



CH 




(k) 



^^>— H-i5-(CH,)-S-S-/^ 



-(CH^VNH-^— (CHj)-S-S 




h 



Oder 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von Poly- 
methinfarbstoffen enthaltend mindestens eine Acylsulfonamidogruppe gemaB Formel 
(I) zum Anfarben und/ oder Biolabeln von Biomolekulen. 

ErfindungsgemaSe Polymethinfarbstoffe, die nicht nur zum Anfarben sondem zum 
Biolabeln durch Ausbildung einer kovalenten Bindung verwendet werden sollen, 
weisen neben einer Gruppe der Formel (I) zusatzlich mindestens eine Gruppe auf, die 
in der Lage ist eine solche kovalente Bindung auszubilden, derartige Gruppen sind 
erfindungsgemaU vorzugsweise 



(a) 

-(CH2)„NCS , 



(b) 

-(CH2)„NCO 



(c) 




-NCS , 
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Daher betrifft ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung die Verwendung 
von Polymethinfarbstoffen enthaltend mindestens eine Acylsulfonamidogruppe 
gemaB Formel (I) und mindestens eine zur kovalenten Bindung befahigte Gruppie- 
rung ausgewahlt aus der Liste der folgenden Verbindungen: 
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(a) 

-(CH2)„NCS . 



(b) 

-(CH2)„NCO . 




(d) 




NCO. 



(e) 



-CH,-NH 



(0 



-CHj-NH — N . 



(g) 



Q 
Q 




-(CH^)— C-O-N^^ 



(h) 



-(CH^)— C-O-N . 



0) 




CH 



_/ V 



CH 



O 
(0 



NCS. 



CH 



(CH2)-N I I 
CH 



2/n 



(1) 




(n) 



(^^>— |s|-ii-(CH2)-S-SH^^ 

(CH,)„-NH-C-(CH3)-S-S-(^^ 



Oder 



zum Markieren von Biomolekulen durch kovalente Bindung. 
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Unter Biomolekulen sind im Sinne der folgenden Anmeldung Proteine sowie DNA 
und/ Oder RNA zu verstehen. Aufierdem konnen im Sinne der yorliegenden An- 
meldung auch Zellen als Biomolekule angesehen werden. Ebenso sind darunter auch 
5 kleine organische Molekiile mit biologischer Wirkung zu verstehen. 

Polymethinfarbstoffe, die neben einer Verbindung der Formel (I) zusatzlich eine 
Gruppe ausgewahlt aus einer der Formeln (a) bis (n) aufweisen sind aus dem Stand 
der Technik noch nicht bekannt und stellen neue Verbindungen dar. Diese eignen 
10 sich insbesondere zum Biolabeln, da sie befahigt sind kovalente Bindungen auszu- 
bilden. 

Unter einer elektronenziehenden Gruppe im Sinne der vorliegenden Anmeldung 
sind sofem nicht anders beschrieben bevorzugt Grappen zu verstehen, wie sie in 
15 March, Advanced Organic Chemistry, 3rd Ed., S.17 und S. 238 beschrieben sind. 

Unter Alkyl im Sinne der vorliegenden Anmeldung sind sofem nicht anders definiert 
lineare oder verzweigte, cyclische oder geradkettige, substituierte oder nicht sub- 
stituierte Kohlenwasserstoffe zu verstehen. Insbesondere handelt es sich dabei um 
20 Alkylgruppen mit 1 bis 12 C-Atomen, wie beispielsweise Methyl-, Ethyl-, Propyl-, 
Isopropyl-, Butyl-, t-Butyl-, Neopentyl- und 2-Ethylhexylgmppen. Diese konnen je- 
doch weiter substituiert sein, besonders bevorzugt mit einer Carboxycarbonylgruppe. 

Unter Aryl im Sinne der vorliegenden Aiuneldung sind sofem nicht anders definiert 
25 aromatische Kohlenwasserstoffgmppen zu verstehen, wobei es sich vorzugsweise um 
5- Oder 6-gliedrige Ringsysteme handelt, welche monocyclisch aber auch als konden- 
sierte Ringsysteme vorliegen konnen. Es kann sich dabei sowohl um substituierte als 
auch um nicht substituierte Ringsysteme handeln. Besonders bevorzugt sind bei- 
spielsweise Phenyl- und Naphthylgmppen. 

30 
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Es wurde uberraschenderweise gefimden, dass bei Verwendung der erfindungsge- 
maBen Farbstoffe in biologischen Systemen, wie z.B. in Proteinkonjugaten oder in 
biologischen Puffennedien, die Aggregationsneigung der Polymethine im Vergleich 
zu Cyaninen oder Quadratsaurefarbstoffen mit Alkylsulfonaten oder Alkylcar- 
5 boxylaten wie sie in Patenten US 5,268,486, WO 96/00902, WO 97/13810 und WO 
97/40104 beschrieben sind, deutlich reduziert werden konnte. 

Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemaB zu verwendenen Farbstoffe iiegt darin, 
dass durch den Substituenten die chromogenen Eigenschaften der Polymethine nicht 

10 verandert werden. Bisher wurden z.B. die Funktionalitat fur eine verbesserte. 
Ldslichkeit der Cyaninfarbstoffe durch Einfuhren von Sulfogruppen in das am 
Chromophor beteiligte Arylsystem realisiert. Dies hat auch eine Verschiebung der 
spektralen Eigenschaften zufolge, da die Substituenten elektronenziehende Wir- 
kungen hatten. Die spektralen Eigenschaften von unsubstituierten Arylcyaninen sind 

15 beschrieben und so kann man durch die Einfiihrung des Acylsulfonsaurerestes das 
Farbstoffsystem fur den Einsatz in z.B. einem Bioassay direkt iibertragen. Dies er- 
spart langwierige Optimierungs- und Screeningarbeit. 

Weiterhin weisen die Farbstoffe mit Acylsulfonamidogruppen einen hohen Extink- 
20 tionskoeffizienten im Vergleich zu Alkylcarboxylaten auf. Dies fiihrt zu einem 
weiteren Vorteil in der Anwendung als Label: 

Bindet man die Farbstoffe kovalent als Label an z.B. ein Protein oder einen Anti- 
korper, dann wird das Konjugat durch das molare FarbstofE'Proteingehaltsverhaltnis 
25 charakterisiert. Um ein ausreichendes Signal zu erhalten, muss eine bestimmte 
Menge Farbstoff an das Protein gebunden sein, Je hoher der Extinktionskoeffizient 
des Farbstoffs ist und damit seine Intensitat, um so sensitiver ist der Farbstoff als 
Fluoreszenzlabel, da die Fluoreszenzintensitat bei Absorptionen <0.05 vom Extink- 
tionskoeffizient abhangig ist. 

30 
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O = Quantenausbeute 

lo = Intensitat des eingestrahlten Lichtes 

£ = Extinktionskoeffizient 



c = Konzentration der Probe 



d = Schichtdicke 



10 



15 



20 



25 



Da sich die Farbstoffe jedoch bei raumlicher Nahe quenchen, sollte das Farb- 
stoff/Proteinverhaltnis nicht zu groB werden. Dies hat einen Verlust der Fluoreszenz- 
intensitat zufolge. Daher sind Farbstoffe mit hohen Extinktionskoeffizienten be- 
sonders geeignet als Fluoreszenzlabel, Bereits geringe Farbstoffinengen ergeben ein 
intensives Fluoreszenzsignal bei einem geringen molaren FarbstofEProteingehalts- 
Verhaltnis. Quenchprozesse werden also minimiert. 

Als erfindungsgemaB einzusetzende Polymethinfarbstoffe eignen sich insbesondere 
Cyaninfarbstoffe, Merocyanine, Rhodacyanine, Styrolfarbstoffe, Quadratsaurefarb- 
stoffe und der Crotonsaurefarbstoffe, wie sie im folgenden in bevorzugten Aus- 
fuhrungsformen naher beschrieben sind, welche sich alle dadurch auszeichnen, dass 
sie zur erfmdungsgemaBen Verwendung mindestens einen Substituenten gemaB der 
Formel (I) aufweisen. In einer weiteren Ausfuhrungsform konnen auch die Poly- 
methinfarbstoffe der Formeln (1) bis (5) aneinander gebunden sein, dabei konnen so- 
wohl zwei oder mehr gleiche als auch verschiedene Farbstoffe aneinander gebunden 
sein. ErfindungsgemaBe Polymethinfarbstoffe sind vorzugsweise solche der im 
folgenden aufgefuhrten Formeln welche neben einem Substituenten der Formel (I) 
zusatzlich mindestens einen Substituenten ausgewShlt aus der Gruppe der folgenden 
Verbindungen enthalten: 



(a) 

-(CH2)„NCS . 



(b) 

-(CH2)„NCO . 
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1. Cyaniafarbstoffe: 

Als Cyaniafarbstoffe kommen erfindungsgemafi insbesondere solche der Formeln la, 
1 b und/ Oder 1 c in Frage 




in der 



Rajo bis Ra no unabhangig voneinander fur einen beliebigen Substituenten stehen 
konnen. 



n fur 0, 1 ,2,3 oder 4 steht, 

10 

Yaj 1, Yai2 und Yai3 unabhangig voneinander fur substituiertes oder unsubstituiertes 
C oder N stehen konnen wobei die Substituenten auch einen 5- oder 6- 
gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo- oder Heterocyclus bilden 
konnen, 

15 

und 



Aaii und Ba^i unabhangig voneinander fur O, S, Se, Te, N-Ram, C(Ran2)(R^113) 
Oder -C(Ran4)==C(Raii5)-, wobei Ra^ bis Ran 5 unabhangig voneinander 
20 fur H, gegebenenfalls substituiertes Alkyl, gegebenenfalls substituiertes Aryl 

Oder gegebenenfalls substituiertes Alkenyl mit bis zu 20 C-Atomen stehen 
konnen. 



mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten RalO bis Rall5 
25 ausgewahlt ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)rS02-Z-S02-R, 

-(CH2)i-CO-Z-S02-R, -(CH2)i-S02-Z-CO-R, und-<CH2)i-N(R)-S03*, 
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wobei 

1 fur eine Zahl zwischen 1 und 6, 

5 Z fur NH Oder IvT steht und 

R bevorzugt fur gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

Besonders bevorzugte erfindungsgemaB einzusetzende Verbindungen der Formel la 
10 sind im folgenden aufgefiihrt 

Bevorzugte Verbindungen der Formel la 



I-al 
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I-a2 



I-a3 



I-a4 
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Formel 1-b 
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5 



20 



in der 



Rbio bis Rb no unabhangig voneinander fur einen beliebigen Substituenten stehen 
konnen, 

m fiir 0, 1 ,2,3 oder 4 steht und 



Ybii, Ybi2 und Ybi3 unabhangig voneinander fur substituiertes oder unsubsti- 
tuiertes C oder N stehen konnen wobei die Substituenten auch einen 5- oder 
10 6-gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo- oder Heterocyclus 

bilden konnen, 

mit der Mafigabe, dass mindestens einer der Substituenten Rbu bis Rbno 
ausgewahlt ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)rS02-Z-S02-R, 
1 5 -(CH2)i-CO-Z-S02-R, -(CH2)r SO2-Z-CO-R, und--(CH2)rN(R)-S03', 



wobei 



fiir eine Zahl zwischen 1 und 6, 



fiir NH oder N' steht und 



R bevorzugt fur gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

25 In einer bevorzugten Ausfiihrungsform bilden folgende Substituenten einen 5-oder 
6gliedrigen Carbo- oder Heterocyclus, der gegebenenfalls auch annelliert ist: 

Der Substituent Rb^ zusammen mit Rb]2 und/oder Rbi4, der Substituent Rbi2 zu- 
sammen mit Rbi3 und/oder Rbu, der Substituent Rb|4 zusammen mit Rb|5 und/oder 
30 Rb]], der Substituent Rbi3 zusammen mit Rbi9 und/oder Rbjy, der Substituent Rhu 
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zusammen mit Rbig und/oder Rbig, der Substituent Rbip zusammen mit Rbno 
und/oder Rbjg. 

Besonders bevorzugte Verbindnngen der Formel lb; 



SO— CH— 



I-bl 



NH 
I 

CH, 



N=C=0 
\-CH=CH— CH=CH-CH 




N-C2H5 



I-b2 




SO3H 



oiiia7nAi I > 
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10 



Formel 1-c 



in der 



Rcn bis Rciio unabhangig voneinander fur einen beliebigen Substituenten stehen 
konnen, 

m ffir 0,1 ,2,3 oder 4 steht. 



Ycji, Yci2 und Yci3 unabhangig voneinander fiir substituiertes oder unsubstituiertes 
C oder N stehen konnen wobei die Substituenten auch einen 5- oder 6- 
15 gliedrigen, aUphatischen oder aromatischen Carbo- oder Heterocyclus bilden 

konnen, 
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und 

Bcii ftir O, S, Se, Te, N-Rcni, C(Rcii2)(Rcn3) oder -C(Rcii4)=C(Rcn5K wobei 
Rc|i bis Rcii5 unabhangig voneinander fiir H, gegebenenfalls substituiertes 
5 Alkyl, gegebenenfalls substituiertes Aryl oder gegebenenfalls substituiertes 

Alkenyl mit bis zu 20 C-Atomen stehen konnen, 

mil der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten RclO bis Rcll5 
ausgewahlt ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)rS02-Z-S02-R, 
-(CH2)i-CO-Z-S02-R, -(CH2)i-S02-Z-CO-R, und-(CH2)i-N(R)-S03", 

10 

wobei 

1 fur eine Zahl zwischen I und 6, 

15 Z fur NH Oder N" steht und 

R bevorzugt flir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform bilden folgende Substituenten einen 5-oder 
20 6gliedrigen Carbo- oder Heterocyclus der gegebenenfalls auch annelliert ist: 

Der Substituent Rcn zusammen mit Rci2 und/oder RC14, der Substituent Rci2 zu- 
sammen mit RC13 und/oder Rcj 1, der Substituent Re 14 zusammen mit RC15 und/oder 
Ron. 

25 

Vorzugsweise konnen die Substituenten Rcjy bis Rcuq restlichen Glieder eines 
carbo-bzw. heterocyclischen Ringsystems bilden, das bis zu 4 Ringen enthalten kann, 
die gegebenenfalls mehrere Substituenten tragen konnen. Rcjg kann zusammen mit 
Rci9 eine n-Bindung bilden und Rc|7 und Rc] iq konnen Substituenten darstellen. 

30 
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Besonders bevorzugte Verbindungen der Formel Ic: 
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2. Merocyanine 

Im Sinne der vorliegenden Erfindung eignen sich insbesondere Merocyanine gemaB 
der Formeln 2a und/ oder 2b 

5 




Formel 2a 



in der 

10 Ra2 1 bis Ra25 unabhangig voneinander fiir einen beliebigen Substituenten stehen, 

Ya2i, Ya22, Ya23, Ya24 unabhangig voneinander fur substituiertes oder un- 
substituiertes C oder N stehen, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 
6gUedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder Heterocyclus bilden 
15 konnen. 

m fur 0,1, 2,3,4 

o fUr 0,1,2 

20 

Fa2i und Ca2i unabhangig voneinander fiir C=0, C=S oder C(Ra27)=, 

Ba2i und Da2i unabhangig voneinander fiir gegebenenfalls substituiertes C, N, O 
Oder S steht, 

25 

Ra26 fiir O, S, oder einen weiteren heterocyclischen, gegebenenfalls substituierten 
5-oder 6-gliedrigen Ring steht 
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k,i,und j unabhangig voneinander fiir 0 oder 1 stehen 

Ra27, fiir H oder gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht, 

5. 

Aa2i fiir O, S, Se, Te, N-Ra28, C(Ra29)(Ra2io), •C(Ra2i i)=C(Ra2i2)-, 
wobei 

10 Ra28 bis Ra2i2 fur H oder gegebenenfalls substituiertes Alkyl, Aryl, oder 

Alkenyl mit bis zu 20 C-Atomen stehen konnen, 

mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten Ra2i bis Ra25 bzw. Ra27 
bis Ra2i2 ausgewahlt ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)rS02- 
15 Z-SO2-R, -(CH2)i-CO-Z-S02-R, -(CH2)i-S02-Z-CO-R, und-<CH2)i-N(R)-S03" 

wobei 

20 1 fiir eine Zahl zwischen 1 und 6, 
Z fur NH Oder N" steht und 

R bevorzugt fur gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

25 

Vorzugsweise bilden die Substituenten Ra22 bis Ra25 die restlichen Glieder eines 
carbo- bzw. heterocyclischen Ringsystems, das bis zu 4 Ringen enthalten kann, die 
gegebenenfalls mehrere Substituenten tragen konnen. Ra22 kann zusammen mit Ra25 
eine K-Bindung bilden und Ra23 und Ra24 konnen Substituenten darstellen. 

30 
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Besonders bevorzugte Verbindungen der Formel 2a; 
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Rb23 N 



(Cb^i^Dbj, 



Rbj^ Rbji 



Formel 2-b 



in der 



Rb2i bis Rb25 unabhangig voneinander ftir einen beliebigen Substituenten stehen. 



RNRnnrin- <wn 
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Yb2i, Yb22, Yb23» Yb24 unabhangig voneinander fiir substituiertes oder unsub- 
stituiertes C oder N stehen, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 
6gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder Heterocyclus bilden 
kSnnen. 

5 

m fiir 0, 1 ,2,3 oder 4 steht 

o fur 0, 1 ,2,3 oder 4 steht 

10 Fb2i und Cb2i unabhangig voneinander fur C=0, C=S oder C(Rb27)=, 

Bb2i und Db2i unabhangig voneinander fur gegebenenfalls substituiertes C, N, O 
oder S steht, 

15 Rb26 fur O, S, oder einen weiteren heterocyclischen, gegebenenfalls substituierten 
5-oder 6-gliedrigen Ring steht 

k,i,und j unabhangig voneinander ftir 0 oder 1 stehen 

20 Rb27 fur H oder gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht, 

Vorzugsweise kSnnen folgende Substituenten einen 5-oder 6gliedrigen Carbo- oder 
Heterocyclus bilden, der gegebenenfalls auch annelliert ist: 

25 Der Substituent Rb23 zusammen mit Rb24 und/oder Rb22, der Substituent Rb22 zu- 
sammen mit Rb2i und/oder Rb23, der Substituent Rb24 zusammen mit Rb25 und/oder 
Rb23- 

Ab2i: O, S, Se, Te, N-Rb28, C(Rb29)(Rb2io). -C(Rb2n)=C(Rb2i2)-, 

30 
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Rb28 bis Rb2i2 konnen sein Wasserstoff, ggf. substituiertes Alkyl oder gegebe- 
nenfalls substituiertes Aryl, gegebenenfalls substituiertes Alkenyl, mit bis zu 20 C- 
Atomen, oder einer der unten angegebenen Substituenten, 

5 mit der Maflgabe, dass mindestens einer der Substituenten Rb2i bis Rb25 bzw. Rb27 
bis Rb2i2 ausgewahlt ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch 
-(CH2)rS02-Z-S02-R, -(CH2)rCO-Z-S02-R, -(CH2)i-S02-Z-CO-R, und 
.(CH2)rN(R).S03-, 

10 wobei 

1 fur eine Zahl zwischen 1 und 6, 
Z fur NH Oder NT steht und 

15 

R bevorzugt fur gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 
Besonders bevorzugte Verbindungen der Forme! 2b 
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I-b5 

Rhodacyanine 

Als Rhodacyanine im Sinn der vorliegenden Anmelung werden insbesondere solche 
der Formeln 3a und/ oder 3b eingesetzt. 

5 




Foimel 3-a 



in der 

10 

Ra3i bis Ra3i 1 unabhangig voneinander fur einen beliebigen Substituenten stehen, 

Ya3i, Ya32, ^^33* ^^34* ^^35 unabhangig voneinander fiir substituiertes oder un- 
substituiertes C bzw. N stehen, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 
1 5 6gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder Heterocyclus bilden 

konnen, 

p und r unabhangig voneinander fur 0,1 oder 2 

20 Qa3i fur O; N(Ra3i2), S oder Se 

Aa3i, Ba3 unabhangig voneinander fiir O, S, Se, Te, N-Ra3i3, C(Ra3i4) (Ra3i5) oder 
-C(Ra3i5)=C(Ra3i7)- stehen, wobei Ra3i2 bis Ra3i7 fur H, gegebenenfalls 
substituiertes Alkyl, Aryl oder Alkenyl, mit bis zu 20 C-Atomen oder fiir 
25 einen beliebigen Substituenten stehen konnen. 
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mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten Raai bis Raan ausgewMhlt 
ist aus der Gnippe, die gebildet wird durch -(CH2)rS02-Z-S02-R, 
-(CH2)i-CO-Z-S02-R, -(CH2)i-S02-Z-CO-R, und-(CH2),-N(R)-S03', 

5 wobei 

1 fur eine Zahl zwischen 1 und 6, 
Z fiir NH oder N" steht und 

10 

R bevorzugt fur gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform bilden die Substituenten Ra32 bis Ra35 bzw. 
Ra36 bis Ra39 die restlichen Glieder eines carbo-bzw. heterocyclischen Ringsystems, 
15 das bis zu 4 Ringen enthalten kann, die gegebenenfalls mehrere Substituenten tragen 
kSnnen. Ra32 kann zusammen mit Ra35 und /oder Ra36 zusammen mit Ra39 eine n- 
Bindung bilden und Ra33 und Ra34 bzw. Rasy und R&^s konnen Substituenten dar- 
stellen. 



Besonders bevorzugte Verbindungen der Formcl 3a 
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Forniel 3-b 

5 

in der 
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Rb3ibisRb3i| xinabhangig voneinander fiir einen beliebigen Substituenten 

stehen, 

Yb3i, Yb32, Yb33, Yb34, Yb35 unabhangig voneinander fiir substituiertes oder un- 
5 substituiertes C bzw. N stehen, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 

6gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder Heterocyclus bilden 
konnen, 

p und r unabhangig voneinander fur 0,1 oder 2 

10 

Qb3i fur O; N(Rb3i2), S oder Se 

Ab3|, Bb3i unabhangig voneinander ftir O, S, Se, Te, N-Rb3i3, C(Rb3i4)(Rb3i5) 
oder -C(Rb3i5)=C(Rb3i7)- stehen, wobei Rb3ii bis Rb3i7 ftir H, gegebenen- 
15 falls substituiertes Alkyl, Aryl oder Alkenyl, mit bis zu 20 C-Atomen oder fiir 

einen beliebigen Substituenten stehen konnen, 

mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten Rb^i bis Rbsn ausgewahlt 
ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)rS02-Z-S02-R> 
20 -(CH2)rCO-Z-S02-R, -(CH2)rS02-Z-CO-R, und-<CH2)rN(R)-S03% 

wobei 

1 fiir eine Zahl zwischen 1 und 6, 

25 

Z fiir NH Oder N" steht und 

R bevorzugt fiir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

30 In einer bevorzugten Ausfiihrungsform bilden die Substituenten Rb35 bis Rb39 die 
restlichen Glieder eines carbo- bzw. heterocyclischen Ringsystems, das bis zu 4 
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Ringe enthalten kann, die gegebenenfalls mehrere Substituenten tragen konnen. Rb35 
kann zusammen mit Rh^g eine 7i-Bindung bilden und Ra37 und Ka^s konnen Sub- 
stituenten darstellen. Folgende Substituenten konnen einen 5-oder 6gliedrigen Carbo- 
Oder Heterocyclus bilden, der ggf. auch annelliert ist: 

Der Substituent Rb33 zusammen mit Rb32 und/oder Rb34, der Substituent Rb32 
zusammen mit Rb33 und/oder Rb3i, der Substituent Rb34 zusammen mit Rb35 
und/oder Rb33. 

Besonders bevorzugte Verbindungen d er Formel 3b 
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.SO3H 



SO,H 



HO3S 



m-b6 




CH3 

Styrylfarbstoffe 

Besonders bevorzugt einzusetzende Styrylfarbstoffe im Sinne der vorliegenden Er- 
5 findung sind die Verbindungen der Formeln 4a, 4b, 4c und/ oder 4d. 
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Formel 4-a 

5 in der 

Ra4ibisRa4ii unabhangig voneinander fur einen beliebigen Substituenten 

stehen , 

10 Ya4i und Ya42 unabhangig voneinander fiir substituiertes oder unsubstituiertes C 
bzw. N, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 6gliedrigen, aliphatischen 
Oder aromatischen Carbo-oder Heterocyclus bilden konnen. 

Aa4 fur O, S, Se, Te, N-Ra4i2, C(Ra4i3)(Ra4i4) oder -C(Ra4i5)=C(Ra4i6)-, steht, 
15 wobei Ra4i2 bis Ra4i5 fur H, gegebenenfalls substituiertes Alkyl, Aryl, oder 

Alkenyl, mit bis zu 20 C-Atomen oder einen beliebigen Substituenten stehen 
konnen, 

mit der MaOgabe, dass mindestens einer der Substituenten Ra4i bis Ra4i6 ausgewahlt 
20 ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)i-S02-Z-S02-R, 

-(CH2)rCO-Z-S02-R, -(CH2)rS02-Z-CO-R, und-{CH2)rN(R)-S03", 

wobei 

25 1 fiir eine Zahl zwischen 1 und 6, 
Z fiir NH Oder N" steht und 
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R bevorzugt fiir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

In einer bevorzugten Ausfiihningsform bilden die Substituenten Ra4g bis Ra4ii die 
restlichen Glieder eines carbo- bzw, heterocyclischen Ringsystems, das bis zu 4 
5 Ringen enthalten kann, die gegebenenfalls mehrere Substituenten tragen konnen. 
Ra4g kann zusammen mit Ra4ii eine Tc-Bindung bilden und Ra49 und Ra4io konnen 
Substituenten darstellen. 

Folgende Substituenten konnen einen 5-oder 6gliedrigen Carbo-oder Heterocyclus 
10 bilden, der gegebenenfalls auch annelliert ist: 

Der Substituent Ra45 zusammen mit Ra45 oder Ra45 mit Ra44, oder Ra45 mit Ra4i, 
und/oder Ra4i mit Ra42 und/oder Ra44 mit Ra43. 

Besondcrs bevorzugte Verbindungen der F ormel 4a 



IV-al 
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in der 

Rb4ibisRb4n unabhangig voneinander ftir einen beliebigen Substituenten 

stehen , 

Yb4i und Yb42 unabhangig voneinander fur substituiertes oder unsubstituiertes 

C bzw, N, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 6- 
gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder 
Heterocyclus bilden konnen und 

n fur 0, 1 ,2,3, 4 oder 5 steht, 

mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten Rb4i bis Rb4n ausgewahlt 
ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)i-S02-Z-S02-R, 
1 5 -(CH2)r CO-Z.SO2-R, -(CH2)r SO2-Z-CO-R, und-(CH2)rN(R)-S03', 

wobei 

1 fur eine Zahl zwischen 1 und 6, 

20 

Z fur NH Oder N" steht und 

R bevorzugt ftir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

25 In einer bevorzugten Ausfiihrungsform bilden folgende Substituenten einen 5-oder 
6gliedrigen Carbo-oder Heterocyclus, der gegebenenfalls auch anneUiert ist: 

Der Substituent Rb45 zusammen mit Rb45 und/oder Rb45 mit Rb44, und/oder Rb45 
mit Rb4i, und/oder Rb4i mit Rb42 und/oder Rb44 mit Rb43. 

30 



5 



10 
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Der Substituent Rb49 zusammen mit Rb4|o und/oder Rb48, der Substituent Rb4io 
zusammen mit Rb4i i und/oder der Substituent Rb48 zusammen mit Rb47. 

Besonders bevorzugte Verbindungen der Formel 4b 




C3H7 
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Formel 4-c 



in der 



Rc4ibisRc4io unabhangig voneinander fur einen beliebigen Substituenten 

stehen , 

10 YC41 iind YC42 unabhangig voneinander fiir substituiertes oder unsubstituiertes 

C bzw. N, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 6- 
gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder 
Heterocyclus bilden konnen. 



15 AC41 fur O, S, Se, Te, N-Rc4n, C(Rc4i2)(Rc4i3) oder 

-C(Rc4j4)=C(Rc4|5)-, steht, wobei RC411 RC415 fur H, ge- 
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10 



gebenenfalls substituiertes Alkyl, Aryl, oder Alkenyl, mit bis 
zu 20 C-Atomen oder einen beliebigen Substituenten stehen 
konnen und 

n fur 0,1 ,2,3,4 oder 5 stehen kann, 

mit der MaOgabe, dass mindestens einer der Substituenten RC41 bis RC415 ausgewahlt 
ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)rS02-Z-S02-R, 
-(CH2)i-CO-Z-S02-R, -(CH2)rS02-Z-CO-R, und-<CH2)rN(R)-S03% 



wobei 

1 fiir eine Zahl zwischen 1 und 6, 

15 Z fur NH oder IST steht und 

R bevorzugt fiir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform konnen folgende Substituenten einen 5-oder 
20 6gliedrigen Carbo-oder Heterocyclus bilden, der gegebenenfalls auch annelliert ist: 

Der Substituent RC45 zusammen mit RC45 oder RC45 mit RC44, oder RC46 mit RC41, 
und/oder RC41 mit RC42 und/oder RC44 mit RC43. 

Die Substituenten RC47 bis RC410 bilden die restlichen Glieder eines carbo-bzw. 
25 heterocyclischen Ringsystems, das bis zu 4 Ringen enthalten kann, die gegebenen- 
falls mehrere Substituenten tragen konnen. RC47 kann zusammen mit RC410 eine n- 
Bindung bilden und Rc4g und RC49 konnen Substituenten darstellen. 
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Besonders bevorzugt einzusetzende Verbindungen der Formel 4c 



S=C=N 



IV-cl 




,CH— C-NH-SO2-CH3 



CH, 



IV-C2 




^(CH)3-SO— NH-SOjCjH 



2^2" '5 



(CH-)g— C O-N 




SO— NH-C— CHj 



C3H7 




=CH— ^ 7-N. 



.C,H 



2" "5 



IV-C3 



(CHJs-NH- 



CI 



0=C=N 



IV-C4 




^— ^ ^CH|-SO^NH— CO-C,Ha 

=CH— ^ /— 

\=/ CH5-SO— NH— CO— C^Hg 
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Formel 4-d 

5 in der 

Rd4ibisRd4io unabhangig voneinander fiir einen beliebigen Substituenten 
stehen , 
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Yd4i und Yd42 unabhangig voneinander fur substituiertes oder unsubstituiertes 

C bzw. N, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 
6gliedrigen» aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder 
Heterocyclus bilden kSnnen und 

5 

n fur 0, 1 ,2,3,4 oder 5 stehen kann, 



mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten Rd4i bis Rd4io ausgewahlt 
ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)rS02-Z-S02-R, 
1 0 -(CH2)i-CO-Z-S02-R, -(CH2)rS02-Z-CO-R, und-<CH2)i-N(R)-S03% 

wobei 

1 fur eine Zahl zwischen 1 und 6, 

15 

Z ftir NH Oder N" steht und 

R bevorzugt fur gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

20 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform konnen folgende Substituenten einen 5-oder 
6gliedrigen Carbo-oder Heterocyclus bilden, der gegebenenfalls auch annelliert ist: 



Der Substituent Rd45 zusammen mit Rd45 und/oder Rd45 mit Rd44, und/oder Rd^^ 
mit Rd4i, und/oder Rd4i mit Rd42 und/oder Rd44 mit Rd43. 

25 

Der Substituent Rd49 zusammen mit Rd4iQ, und/oder der Substituent Rd4g 
zusammen mit Rd47. 
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Besonders bevorzugt einzusetzende Verbindungen der Formel 4d 



PHj-CH— NH-SO3H 



IV-dl 



2 - - a 

\—/ \=/ (CH2)r-NH-</ VN-C-(CH2)i-S-S-(/ ^ 



IV-d2 / ^\ "^CHrCH-CHiiCH-CHrCH-^ "Vn 

< >=/ \=/ CH5-SO— NH-SO-C,H^ 



'2 ^2" "5 



IV-d3 /= 



SO3H 




CH=CH-CH=CH 




N=C=S 



CH5-CH— C— NH-SO-CH 



2 ^' '3 



CH— CH5— C-NH— SOJ-CH3 



5. Quadratsauren 

Im Sinn der vorliegenden Erfindung bevorzugt einzusetzende Quadratsauren sind 
jene der Formeln 5a, 5b und/ oder 5c 




'510 



Formel 5-a 



wo 01/11370 



PCT/EPOO/07070 



52- 



10 



in der 



Ra5ibisRa5io unabhangig voneinander fiir einen beliebigen Substituenten 

stehen konnen 

Ya5i bis Ya54 unabhangig voneinemder fiir substituiertes oder unsubstituiertes 

C bzw. N, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 6- 
gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder 
Heterocyclus bilden konnen. 



s and t unabhangig voneinander fur 0,1,2 oder 3 stehen, 

k fur 1 oder 2 steht, 

1 5 Ya52 fur 0,S, oder =NRa5 1 1 , 

Ya53 fur 0-Ra5i2, S-Ra5i3 oder N(Ra5i4)(Ra5i5), 



wobei R^5ll bis Ra5i5 unabhangig voneinander fiir einen beliebigen 

20 Substituenten stehen konnen 



Aa5i und Ba5i unabhangig voneinander fiir O, S, Se, Te, N-Ra5i5, 

C(Ra5i7)(Ra5|g) oder -C(Ra5i9)=C(Ra52o)-, stehen, wobei 
Ra5i5 bis Ra52o fiir einen beliebigen Substituenten, vorzugs- 
25 weise fiir H, gegebenenfalls substituiertes Alkyl, Aryl oder 

Alkenyl, mit bis zu 20 C-Atomen stehen konnen. 



30 



mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten Rasi bis Ra52o ausgewahlt 
ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)rS02-Z-S02-R, 
-(CH2)i-CO-Z-S02-R, -(CH2)i-S02-Z-CO-R, und-<CH2)i-N(R)-S03', 
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wobei 

I fur eine Zahl zwischen 1 und 6, 

5 Z fur NH Oder ISTsteht und 

R bevorzugt fur gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform bilden die Substituenten Ra52 bis Ra55 bzw, 
10 Ra55 bis Ra59 die restlichen Glieder eines carbo- bzw. heterocyclischen Ringsystems, 
das bis zu 4 Ringen enthalten kann, die gegebenenfalls mehrere Substituenten tragen 
konnen. Ra52 kann zusammen mit Ra55 imd /oder ReLs6 zusammen mit Ra59 eine n- 
Bindung bilden und Ra53 und Ra54 bzw. Ra57 und Ra58 konnen Substituenten dar- 
stellen. 

15 

Besonders bevorzugte Verbindungen der Formel 5a 



V-al 




Mcnnr.in. ^\A§ry 
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V-a4 NH 



V-a5 
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DWQnnnirv ^wr\ 
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V-a8 




CH, 

CH2-SO3H 



V-a9 




Nsnnnin- --wo 
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V-al4 




Rb, 



Rb 



55\ 

Rb 



.Rb53 X''52 Rb5,2 





510 



in der 



Rb5i bis Rb5i2 



unabhangig voneinander fur einen beliebigen Substituenten 
stehen konnen 



10 



Yb5i bis Yb54 



unabhangig voneinander fur substituiertes oder unsubstituiertes 
C bzw. N, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 6- 
gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder 
Heterocyclus bilden konnen. 
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s und t unabhangig voneinander fur 0,1,2 oder 3 stehen, 

k fur 1 oder 2 steht, 

5 

Yb52 fiir 0,S, oder =NRb5i3, 

Yb53 fur 0-Rb5i4, S-Rb5i5 Oder N(Rb5,6)(Rb5i7), 

10 wobei Rb5i3 bis Rb5i7 unabhangig voneinander fur einen beliebigen 

Substituenten stehen konnen. 



mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten Rbsi bis Rbsn ausgewahlt 
ist aus der Gnippe, die gebildet wird durch -(CH2)i-S02-Z-S02-R, 
1 5 .(CH2)rCO-Z.S02-R, -(CH2)rS02-Z.CO-R, und-<CH2)rN(R)-S03', 

wobei 

1 fur eine Zahl zwischen 1 und 6, 

20 

Z fiir NH Oder N' steht und 



R bevorzugt fiir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

25 In einer bevorzugten Ausfilhrungsform konnen folgende Substituenten einen 5-oder 
6-gIiedrigen Carbo- oder Heterocyclus bilden, der gegebenenfalls auch annelliert ist: 
Der Substituent Rb55 zusammen mit Rb55 und/oder Rb55 mit Rb54, und/oder Rb56 
mit Rb5i, und/oder Rb5 j mit Rb52 und/oder Rb54 mit Rb53. 



0111.'H7nA1 I * 
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Der Substituent Rb59 zusammen mit Rb53 oder Rb5io zusammen mit Rb5ii, der 
Substituent Rb5]| zusammen mit Rb5i2 und/oder der Substituent Rb5g zusammen 
mit Rb57. 



Besonden; bevorzugte Verbindungen der Formel 5b 




RM«nnnir> *wn 
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V-b6 




caxicnnrin- ^uur\ 
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Formel 5-c 



in der 



Rc5]bisRc5ii unabhangig voneinander fur einen beliebigen Substituenten 

stehen konnen 

10 YC51 bis YC54 unabhangig voneinander fur substituiertes oder unsubstituiertes 

C bzw. N, wobei die Substituenten auch einen 5-oder 6- 
gliedrigen, aliphatischen oder aromatischen Carbo-oder 
Heterocyclus bilden konnen. 

1 5 s und t unabhangig voneinander fiir 0,1,2 oder 3 stehen, 

k fiir 1 Oder 2 steht. 
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YC52 fiir 0,S, Oder =NRc5 12, 

YC53 fur O-RC513, S-RC514 Oder N(Rc5i5)(Rc5i5), 

5 

AC51 fur O, S, Se, Te, N-RC517, CCRcsigXRcsig) oder 

-C(Rc52o)=C(Rc52i)-, steht, wobei RC512 bis RC521 fur einen 
beliebigen Substituenten, vorzugsweise fiir H, gegebenenfalls 
substituiertes Alkyl, Aryl oder Alkenyl, mit bis zu 20 
1 0 C- Atomen stehen konnen, 

mit der MaBgabe, dass mindestens einer der Substituenten Rcsi bis RC521 ausgewahlt 
ist aus der Gruppe, die gebildet wird durch -(CH2)i-S02-Z-S02-R, 
-(CH2)rCO-Z-S02-R, -(CH2)i-S02-Z.CO-R, und-(CH2)rN(R)-S03", 



15 



wobei 



1 fur eine Zahl zwischen 1 and 6, 

20 Z fiir NH oder N' steht und 

R bevorzugt fiir gegebenenfalls substituiertes Alkyl oder Aryl steht. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform konnen folgende Substituenten einen 5 -oder 
25 6gliedrigen Carbo- oder Heterocyclus bilden, der gegebenenfalls auch annelliert ist: 

Der Substituent RC55 zusammen mit Rc^s und/oder RC55 mit RC54, und/oder RC56 
mit RC51, und/oder RC51 mit RC52 und/oder RC54 mit RC53. 

30 Die Substituenten RC57 bis RC510 bilden vorzugsweise die restlichen Glieder eines 
carbo-bzw. heterocyclischen Ringsystems, das bis zu 4 Ringen enthalten kann, die 



nii-i'^TrvAi I 
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gegebenenfalls mehrere Substituenten tragen konnen. Rc5g kann zusammen mit RC59 
eine 7t-Bindung bilden und RC57 und RC510 konnen Substituenten darstellen. 

Besonders bevorzugte Verbindungen der Formel 5c 
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V-c3 




V-c4 
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Substituenten im Sinne der vorliegenden Anmeldung sind beispielsweise Halogene, 
wie insbesondere F, CI oder Br zu verstehen, desweiteren Alkoxy-, Alkylthio-, Aryl- 
oxy-, Arylthio-, Acylamino-, Alkylsulfonamido-, Alkylsulfamoyl-, Alkylcarbamoyl-, 
Arylsulfonamido-, Arylsulfamoyl-, Arylcarbamoyl-, Alkyl-, Alkenyl-, Aryl-, 
5 Hetaryl-, Arylen-, Hetarylen-, Alkylen-, Alkoxycarbonyl-, Ureido- oder Cyan- 
gruppen. Weiterhin bevorzugt sind substituierte sowie nicht substituierte Cyclo- 
alkyl-, und auch substituierte sowie nicht substituierte Aryl-, insbesondere Phenyl- 
gruppen besonders bevorzugte Substituenten sind gegebenenfalls substituiertes 
Alkyl, Aryl, Sulfoalkyl, Carboxyalkyl, «(CH2)rS02-Z-S02-R, -(CH2)i-CO-Z-S02-R, 
10 .(CH2)i-S02-Z-CO-R, ^CH2)i-N(R)-S03" wobei 1 fur eine Zahl zwischen 1 und 6 
und Z fur NH oder steht und R bevorzugt fur gegebenenfalls substituiertes Alkyl 
Oder Aryl steht. 

Unter Alkenyl im Sinne der vorliegenden Erfindung sind lineare oder verzweigte, 
15 cyclische oder geradkettige, substituierte oder nicht substituierte ungesattigte Kohlen- 
wasserstoffreste zu verstehen wie beispielsweise Ethenyl, 2-Propenyl, Isopropenyl. 

Unter carbo- bzw. heterocyclischen Ringsystemen sind im Sinne der vorliegenden 
Anmeldung sind Ringsysteme bestehend ausvorzugsweise 4,5,6,7 oder 8 Kohlen- 

20 stoffatomen, wobei bis zu 3 Kohlenstoffatome durch Heteroatome wie insbesondere 
N, O, SE, oder S ersetzt sein konnen. Es kann sich bei den Ringsystemen um 
aliphatische oder aromatische Ringe handeln, vorzugsweise konnen 2, 3 oder 4 
gleiche oder verschiedene Ringe auch als kondensiertes System vorliegen. Unter car- 
bocyclischen aromatischen Gruppen im Sinn der vorliegenden Anmeldung sind vor- 

25 zugsweise 5- oder 6-gliedrige kondensierte und/oder substituierte Ringsysteme insbe- 
sondere Phenyl- und Naphthyl zu verstehen. Unter ungesattigten heterocyclischen 
Gruppen sind vorzugsweise 5- oder 6-gIiedrige Ringsysteme, welche monocyclisch 
aber auch als kondensierte Ringsysteme vorliegen konnen, zu verstehen. Als Hetero- 
atome kommen dabei insbesondere N, S und O in Frage. Ein Ringsystem kann vor- 

30 zugsweise zwischen 1 und 3 Heteroatome aufweisen, wobei es sich um die gleichen 
oder verschiedene Heteroatome handeln kann. Bevorzugt sind: Furyl, Indolyl, 
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Thienyl, Pyrrolyl und Carbazolyl. Diese Gruppen kOnnen unsubstituiert oder vor- 
zugsweise substituiert sein. Dabei konnen auch carbocyclische aromatische Gruppen 
und ungesattigte heterocyclische Gruppen selber als Substituenten auftreten, daninter 
soil auch die mogliche Kondensation verschiedener Ringsysteme verstanden warden. 

ErfindungsgemaB insbesondere bevorziigte Verbindungen einer der Formeln 1 bis 5 
sind im folgenden aufgefiihrt: 
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ErfindungsgemaB konnen die Farbstoffe auch an Antikorper konjugiert werden und 
Z.B. in der Flow Cytometric eingesetzt werden. Ein Vorteil dieser Polymethinfarb- 
stoffe besteht darin, dass fiir nahezu jede Wellenlange zwischen 500 und 900 nm ein 
Farbstoff maBgeschneidert werden kann. Dies fuhrt dazu, dass auch Mehrfarbende- 
5 tektion moglich ist. In der Flow Cytometric konnen z.B. verschiedene Antikorper mit 
jeweils einem Fluoreszenzfarbstoff gelabelt werden und dann in einem Experiment 
mit einem geeigneten Detektionssystem simultan detektiert werden. Die spezifischen 
Antikorper erkennen dann verschiedene Epitope auf den Zellen. Eine Quantifizierung 
der Analyte ist mit diesen Systemen ebenfalls moglich. Der Einsatz mehrerer 
10 fluoreszenzgelabelter Antikorper liefert so einen hoheren Informationsgehalt pro 
Experiment. Dies bedeutet einen Kostenvorteil, insbesondere z.B. fur klinische Tests. 

Desweiteren konnen mittels Labeling von miteinander wechselwirkenden Biomole- 
kulen durch Fluoreszenzresonanzenergietransfer auch qualitative bzw. quantitative 
1 5 Nachweis verfahren durchgefiihrt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung der 
Farbstoffe zum Labeln von DNA, RNA oder Nukleotidanaloga wie PNA und konnen 
hier fur Nukleinsaureassays eingesetzt werden koimen, Ublicherweise werden hier 

20 aktivierte Farbstoffinolekiile an Nukleotide, Nukleoside, Nukleotidanaloga oder 
Oligonukleotide bzw. deren Analoga gebunden. Die Bindung erfolgt uber eine 
nukleophile Grappe der Nukleotide bzw. Analoga, welche mit dem aktivierten Farb- 
stoff reagiert. Ubliche nukleophile Gruppen sind Aminogruppen, Thiolgruppen, Hy- 
droxylgmppen oder andere Gruppen. Die aktivierten Gruppen sind in der Regel 

25 Derivate von Carboxylgruppen, wie N-Hydroxysuccinimidester, Isothiocyanate, 
Maleimide oder lodacetamidderivate. AuBerdem kann eine nukleophile Gruppe auch 
mit einem Phosphoamiditrest reagieren und so eine kovalente Bindung zwischen dem 
Farbstoffmolekiil und dem Biomolekul entstehen. 

30 Als weitere Anwendung konnen die Farbstoffe auch an feste Phasen, wie z.B. poly- 
mere Beads gebunden werden oder in diese eingelagert werden. Die pol5nTieren 



M.«tnr)r:in- *-wn 



niiin70Ai I > 



wo 01/11370 



PCT/EPOO/07070 



-78- 



Beads konnen fiinktionalisiert werden und ihrerseits als Fluoreszenzlabel in der Bio- 
analytik fungieren. 

Wie bereits beschrieben sind PolymethinfarbstofTe enthaltend eine Gruppe der 
5 Fonnel (I) bereits aus der Fotografie bekannt, sie sind erMltlich wie beispielsweise in 
EP 0 534 283, EP 0 530 51 1, DE 1 081 31 1 beschrieben. 

Demgegeniiber sind PolymethinfarbstofFe enthaltend eine Gruppe der Forme! (I) und 
gleichzeitig eine Gruppe die sie befahigt kovalente Bindungen auszubilden, ausge- 
10 wahlt aus der Gruppe der folgenden Verbindungen: 



(a) 

-(CH2)„NCS . 



(b) 

-(CH2)„NCO . 



(c) 




NCS . 



(d) 



(e) 




P 



Q 



(f) 



(g) 




(h) 



(i) 





CH 



CH 
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neu und im Stand der Technik noch nicht beschrieben. Im folgenden sind daher 
Synthesevorschriften aufgezeigt, wie derartig „aktivierte" Farbstoffe erhalten werden 
konnen: 



5 Synthesevorschriften fur die Herstellung von erfindungsgemaBen Farbstoffen F und 
J 



1 . Svnthese von F 

HO. .OH ^36^0 o^CH3 




+ Eton 



o' o 00 



10 



« 
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0,15 mol 3,4-Dihydroxy-3-cyclobuten-l,2-dion wird 12 h in 150 mL absolutem 
Ethanol unter Ruckfluss erhitzt. 
Das Reaktionsgemisch wird eingedampft . 
5 Die Reinigung des Ols erfolgt durch Saulenchromatografie. 
Eluent: Methyl-tert.-butylether/iso-Octan 50:50 
Stationare Phase: AMICON 35-70 mic. 
Ausbeute: 48% 



TEA 

0~^^^^ °':s\:^'^^»^ reflux 

CH« 





(C4Hg)^NOK1M in MeOH) 



reflux 



(C4H9)4N* O (I 



10 




OH 



0,055 mol A , 0,0068 mol B und 0,0078 mol Triethylamin werden in 50 mL 
absolutem Ethanol am Ruckfluss gekocht. Nach 35 min. wird 0,107 mol 
15 Triethylamin zugegeben. Nach 3,5 h kiihlt man ab. Man gibt Ethylacetat zu und 
dekantiert nach kraftigem Ruhren. Diese Verfahrensschritte werden noch 3mal 
wiederholt. Man gewinnt ein Ol (C). 



wo 01/11370 PCT/EPOO/07070 

-81 - 



Hvdrolvse zu D 

Das Ol C wird in 0,145 mol (C4H9)4NOH (1 M in Methanol) unter Ruckfluss erhitzt. 
Nach 30 min kuhlt man ab. 500 mL Aceton und 16 mL konzentriertes HCl werden 
zugegeben. Man filtriert den ausgefallenen FeststofTab. 
5 Ausbeute: 28 g 




E 

10 0,63 mol 2,3,3-Trimethylmdolenin und 0,5 mol Br(CH2)5COOH werden 3 h in einer 
geringen Menge Acetonitril unter Ruckfluss erhitzt. Die Temperatur des Reaktions- 
gemisches betragt 130°C. Man gibt 0,5 mol Essigsaure zu und kiihlt auf 100°C ab. 
AnschlieBend gibt man 250 mL Methylethylketon zu und kuhlt weiter im Eisbad auf 
15*^0 ab. Man filtriert den ausgefallenen Feststoff ab und trocknet bei 50°C. 

15 Ausbeute: 75% 



1) Essigsaure 




G 

20 3,5 mol Phenylhydrazin-4-sulfonsaure und 1,9 L Essigsaure werden auf lOS'^C 
erhitzt. Im Verlauf von 30 min tropft man 4,8 mol 3-Methyl-2-butanon zu. Nach 1 h 
50 min entfemt man die Heizquelle und gibt man 4,2 mol Kaliumacetat in 3,5 L 
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Methanol zu. Man kiihlt weiter im Eisbad ab und filtriert den ausgefallenen Feststoff 
ab. Mit Ethylacetat wird nachgewaschen. 
Ausbeute: 77% 

Butylacetat 
r\ reflux H 

5 " 
H 

26,8 mol Chloracetylchlorid imd 25,5 raol Methansulfonamid werden in 10,2 L 
Butylacetat langsam am Ruckfluss gekocht. Nach 8 h kOhlt man auf 20°C ab. Der 
ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und in 4 L Butylacetat geriihrt. Der ausge- 
10 fallene Feststoff wird bei SO^C im Umlufttrockenschrank getrocknet. 
Ausbeute: 74% 



K 



n O H C "^a^v H Sulfolan 

o T TVCH3. o I n 



N 



H 




15 B 

2,5 mol G und 2,5 mol H werden in 1,3 L Sulfolan auf 130°C erwarmt. Nach 5 h und 
50 min kiihlt man auf 50*^C ab. Man gibt 2,5 L Aceton zu und kuhlt weiter bis auf 
Raumtemperatur. Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und mit Aceton nachge- 
waschen. Man rilhrt den ausgefallenen Feststoff in 1,6 L warmem entmineralisiertem 
20 Wasser. Man gibt 1,6 L Ethanol zu und kuhlt ab. Der ausgefallene Feststoff wird ab- 
filtriert imd mit Ethanol nachgewaschen. 
Ausbeute: 53% 



aMcnnr>irv ^\tktr\ 
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E 

In einem Kolben mit Dean-Stark- Abscheider werden 4,7 g D, 3,5 g E und 1,4 mL 
5 Triethylaimn in n-Butanol/Toluol am Ruckfluss gekocht. Nach 2,5 h kiihlt man ab. 
Man extrahiert 3 mal mit Wasser. Das Reaktionsgemisch wird eingedampft und da- 
nach emeut in Ethanol gelost. Man gibt 3 g Kaliumacetat zu und filtriert ab. Man 
nimmt den ausgefallenen Feststoff in Wasser auf und gibt Aceton zu. Man dekantiert 
und gibt emeut Aceton zu. Diese Verfahrensschritte werden wiederholt, bis Aus- 
10 fallung auflritt. Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert. 

2. Svnthese von J 
G 

15 

I 

0,1 mol G und 0,12 mol Br(CH2)5COOH werden in 35 mL Sulfolan auf 130°C er- 
wSnnt. Nach 3 h gibt man 100 mL Dimethylacetamid zu und kuhlt auf Raum- 
temperatur ab. Man filtriert den ausgefallenen Feststoff ab und wascht auf dem Filter 
20 mit Dimethylacetamid nach. Man kocht den ausgefallenen Feststoff in Aceton. Nach 
dem Abktihlen filtriert man und trocknet im Umlufttrockenschrank bei 50 °C. 
Ausbeute: 90% 



Sulfolan 



o 
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J 

4,7 g D und 3,5 g I werden 2 h und 10 min in 80 mL n-Butanol/Pyridin (7:1) am 
5 Riickfluss gekocht. Man kiihlt auf Raumtemperatur ab und filltriert den ausgefallenen 
Feststoff ab. Auf dem Filter wird mit n-Butanol bzw. Aceton nachgewaschen. Man 
nimmt den ausgefallenen Feststoff in 7 mL entmineralisiertem Wasser auf und gibt 
unter Ruhren 30 mL Acetonitril zu. Man dekantiert die flussige Phase und gibt unter 
Ruhren abemials Acetonitril zu. Man dekantiert die flussige Phase und riihrt das Ol 
10 mit 40 mL gesattigter Natriumchlorid-Losung. Die feine Suspension wird zentri- 
fugiert und die flussige Phase dekantiert. Man l6st den ausgefallenen Feststoff in 
Methanol und filtriert das Natriumchlorid ab. Das Filtrat wird eingedampfl. Man 
trocknet bei SO^'C 
Ausbeute: 1,57 g (18,5%) 

15 

AUgemeine Vorschrift zur Herstellung von Succinimidylestem aus Polymethinfarb- 
stofFen mit Carboylfunktionen 

20 Die vorliegende Vorschrift beschreibt die Herstellung von Succinimidylestem aus 
Polymethinfarbstoffen mit mindestens einer Carboxylfunktion. Diese Ester konnen 
dann zum Labeln von Biomolekulen wie Proteinen, Antikorpem oder Nukleinsauren 
benutzt werden. 

25 0.05 mmol Farbstoff werden mit Disuccinimidylcarbonat (1.5 Equivalente pro 
Carboxylgruppe) in 40mL DMF gelost und eine Spatelspitze Dimethylaminopyridin 
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1 



zugegeben. 3 Std. wird bei 40''C geriihrt. Nach Abkiihlen wird der Uberstand in 1 ml 
Aliquots auf Glasvials verteilt. Das Losungsmittel wird im Vakkuum abgedampft 
und bis zur Verwendung im Dunkeln bei 4°C gelagert. 

5 Das Rohprodukt wird direkt zum Labeln von Proteinen benutzt. 

Allgemeine Vorschrift zum Labeln von Proteinen 

Zum Labeln wird das Rohprodukt (1 Aliquot) in 1 ml DMF gelost. 50 ^1 dieser 
10 Losung werden zu 1,5 mL ( =lmg) Anti-HSA- Losung in 0.1 M Carbonatpuffer pH 
9.2 pipettiert. Die Reaktionslosung wird 2 Stunden bei RT geriihrt. 

AnschlieBend trennt man das Konjugat vom ungebundenen Farbstoff mittels Gelper- 
meationschromatographie fiber eine Sephadex G50 Saule ab, die zuvor mit PBS, 
15 pH 7.4 equilibriert wurde. 

Allgemeinc Vorschrift zum Labeln von Oligonukleotiden mit Farbstoff 

Die Farbstoffe konnen auch fur das Markieren von DNA oder RNA-Nukleotiden 
20 oder Nukleotidanaloga eingesetzt werden. 
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FarbstoffK 

50 mmol aktivierter Farbstoff, z.B. Isothiocyanat K werden in 50 ml DMF oder 
5 Acetonitril gelost. 10 iimol NEI2-01igonukleotid werden in 150 jil 50 mM Carbonat- 
puffer, pH 9.2 vorgelegt und langsam 75 nmol Farbstoff hinzupipettiert. Die Losung 
wurde 3 bis 5 Std. bei 25*^0 gerUhrt unter Lichtausschluss. 

Aufreinigung des Oligonukleotids 

10 

Die Reinigung des gelabelten Oligonukleotids von ungebimdenem Farbstoff und un- 
gelabelter DNA erfolgte iiber RP-HPLC fiber eine C8-Saule. Es wurde mit einem 
linearen Gradienten, 2,B» von 70 % Wasser bis 100 % Methanol fiber 30 min. eluiert. 

15 Die Fraktionen, die bei 254 nm und dem Absorptionsmaximum des Farbstoffs 
gleichzeitig absorbieren wurden gesammelt und im Vacuum vom Ldsungsmittel ent- 
femt. 

Zur weiteren Verwendung des modifizierten Oligonukleotids kann dieses noch durch 
20 Ethanolprazipitation von uberschussigen Salzen getrennt werden. 



oxicrw^irv ^uur> 
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Beispiele 

Tabelle 1 zeigt die relativen Quantenausbeuten der Farbstoffe bei ahnlichen molaren 
Farbstof^rotein-Verhaltnissen. Als Protein wurde HSA (Human Serum Albumin) 
5 verwendet. 



Farbstoff 


D/P Ratio 


rel; Q.Y. 


Extinktionskoeffizient 
[iiior**cm** 


Sq-1 (Bsp.) 


0.36 


0.64 


172000 


Sq-2 (Bsp.) 


0.40 


1.0 


234000 


F(Inv) 


0.37 


1.35 


420000 


J(Inv.) 


0.46 


1.36 


240000 



Tabelle 1 



Bestimmung des moiaren Farbstoff/Proteinkoeffizienten 

10 Die Proteinkonzentration wird mittels der BCA-Methode von Pierce (Literatur: 
Bradford, M.M.; Anal. Biochem. (1976) 72, 248-254) bestimmt. Eine Eichkurve fur 
anti-HSA wurde zuvor erstellt. 

Die Farbstoffkonzentration wird fiber das Absorptionsspektrum bestimmt. 

15 

Bestimmung der Quantenausbeute 

Die Bestimmung der Quantenausbeute erfolgt relativ zu Cy5 

Bestimmung des Extinktionskoeffizienten 
20 Der Extinktionskoeffizient wurde unter Annahme der Gultigkeit des Beer'schen 
Gesetzes bestimmt. 
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Labeln von aktiviertem Farbstoff F an Anti-HSA 

Zum Labeln wird das Rohprodukt (1 Aliquot) in 1 ml DMF gelost. 50 jil dieser 
Losung werden zu 1,5 mL ( =lmg) Anti-HSA- Losung in Carbonatpuffer pH 9.2 
pipettiert. Die Reaktionslosung wird 2 Stunden bei RT unter Lichtausschluss geriihrt. 

5 

AnschlieBend trennt man das Konjugat vom ungebimdenen Farbstoff mittels Gel- 
permeationschromatographie ilber eine Sephadex G25 Saule ab. Als ElutionspufTer 
wird PBS, pH 7.4 benutzt. 

10 In analoger Weise wurden Proteinkonjugate von den anderen Farbstoffen, die in 
Tabelle 1 angegeben sind, hergestellt. 

Tabelle 1 zeigt, dass die erfindungsgemSfien Farbstoffe hohere Quantenausbeuten 
und Extinktionskoeffizienten aufweisen als z.B. Cy5, Daher sind sie besonders 
1 5 geeignet als Fluoreszenzmarkeer in der Bioanalytik. 

Die Farbstoflkonjugate der erfindungsgemSBen Farbstoffe zeigen geringere Aggre- 
gationsneigung als bisher ubliche Polymethinfarbstoffe. Dies wird in Tabelle 2 deut- 
lich. 

20 

Tabelle 2 



Absorption Monomer/Absorption Dimer 




Wasser 


2,0 M NaCl 


3,8MNaCI 


CY5 


3,12 


3,18 


3,19 


Sq-3 


2,98 


2,14 


1,78 


Sq-1 


4,65 


4,48 


3,40 


Sq-2 


2,96 


2,98 


1,36 


F 


2,89 


2.81 


2,81 


J 


4,40 


4,35 


4,40 
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9^3 




(CH2)5 



Sq-3 



10 



15 



20 



Die Intensitat der Absorption im Absorptionsmaximum des Monomers ist ein 
relatives Mali fur die Konzentration des Monomers in der Losiing. gleiches gilt fur 
die Konzentration des Aggregates, diese kann mit der Intensitat der Absorption im 
Absorptionsmaximum des Aggregates, welches hypsochrom gegenuber dem Mono- 
mer verschoben ist, korreliert werden. 

Tabelle 2 zeigt das Verhaltnis der Intensitaten der Absorptionsmaxima des Mono- 
mers und Aggregates. Die steigende Salzkonzentration bewirkt eine Zunahme der 
Aggregatbildung. Der erfindungsgemaBe Farbstoff J zeigt gegenuber CY5 eine 
deutlich geringere Aggregatbildung. Quadratsaurefarbstoffe wie Sq-1 bis Sq-3 haben 
keine stabile eigenschaften hinsichtlich der Aggregatsbildung. diese nimmt mit 
steigender Salzkonzentration zu. 

Die erfindungsgemaCen Farbstoffe F und J zeigen dagegen stabile Eigenschaften. 
Lichtstabilitat 

Die Lichtstabilitat wurde bestimmt, indem Farbstofflosungen dem Tageslicht aus- 
gesetzt wurden. die Absorption der Losungen variierte zwischen 1,4 und 1,6 O.D. 
Die Abnahme der Absorption im Laufe der Zeit ist ein MaB fur die Lichtstabilitat der 
Farbstoffe. Es wurden diese Bedingungen gewahlt, weil auch das Handling der Farb- 
stoffe manuelle Arbeitsschritte beinhaltet, die die Farbstoffe dem Tageslicht aus- 
setzen. Bei CY5 ist deutlich erkennbar, dass sich bereits nach 30 min. Die Ab- 
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sorption um 12 % gefallen ist. Dies ist bei den erfindungsgemaBen Farbstoffen nicht 
der Fall, so dass diese auch benutzerfreundlicher sind, durch Erhalt einer stabilen Ab- 
sorption. 




JSDOCID: <WO_ 



011137QA1J_> 



wo 01/11370 



PCT/EPOO/07070 



92- 



Patentanspruche 



Polymethinfarbstoffe enthaltend mindestens einen Substituenten der Formel 
(I) 



(I) 



wonn 



10 



nfUr 1,2, 3, 4,5,6,7,8 Oder 9 bedeuten 



Y, A fiir elektronenziehende Reste, vorzugsweise C=0 oder -S02-, und 



15 



R fur einen gegebenenfalls substituierten Alkyl- oder Arylrest stehen 



und mindestens einen Substituenten ausgewShlt aus der Gruppe, die gebildet 
wird durch 

(a) (b) (c) 

-(CH2)„NCS . -(CH2)„NCO . 




(d) 




(e) 

NCO. N- ^ 

-CH,-NH — ^ ) 



(0 



K .N . -(CH2)— C— O— N 



Q 

0. 



-CH2-NH- 



NCS . 



nil 1:^70*1 I 1* 



I 
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2. Verbindungen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei 
dem Polymethinfarbstoff um einen Cyaninfarbstoff, Merocyanin, Rhoda- 

5 cyanin, Styrolfarbstoff, Quadratsaurefarbstoff und/oder Crotonsaurefarbstoff 

handelt. 

3. Venvendung von mindestens einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1 
Oder 2 zum Markieren von Biomolekulen durch kovalente Bindung. 

10 

4. Venvendung von mindestens einem Polymethinfarbstoff enthaltend eine 
Gruppierung der Fomiel (I) zum Anfirben von Biomolekulen. 



>JSDOCID: <WO 011137QA1 t> 



wo 01/11370 



-94- 



PCT/EPOO/07070 




wo 01/11370 



-95- 



PCT/EPOO/07070 



Naphthole Croconium Dyes 
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AnsprOche Nr. 
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2. Pn Anspruche Nr. 1*4 (teilweise), 5 (vollstandig) 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung bezi'ehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daf^ eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, ndmlich 

slehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 
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4- IZD Anmelder hat die erforderllchen zusdtzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet Der intemattonale Recher- 
chenbericht beschr&ikt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst ervrdhnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faf^t: 



Bemerkungen liinsichtlich eines Widerspnichs [ J Die zusdtzllchen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahtt 

I I Die Zahlung zusfltzlicher RecherchengebOhren erfblgte ohne Wklerspruch. 
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